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ضابطیان» م۰ م. ر. نصیری» ع. جوادمنش» و ش. قوتی. ۱۴۰۰. تولید و بررسی ویژگی‌های آنزيم نوترکیب ریبونوکلئاز پانکراس گوسفند. پژوهشهای 


علوم دامی ایران ۳(۱۳): ۴۲۹-۴۴۰. 


چکیده 


همان‌طورکه تحفیقات گوتاگین تضان خاحدانه در سا های آهین میزان مرگ‌یمیر بزافر سرظان رشد,خشگیری دافته است؛ بهمین دلیلن است. که 
محققان درپی تولید داروهای جدید. به‌ویژه داروهایی با اثرات جانبی کمتر هستند. برهمینا ساس. آنزیم ریبونوکلتاز پانکراس گو سفند نیز یکی از بهترین 
اورتولوگ‌ها برای آنزیم ریبونوکلتاز پانکراس گاو است که آن را در القای مرگ سلول‌های سرطانی به‌کار می‌گیرند. انزیم گوسفندی تنها در ۴ اسيدامينة 
5 0 ۷46۳ و 5103۳ با آنزيم گاوی تفاوت دارد. در مطالعة پیش رو ابتدا شکل سه‌بعدی آنزیم ریبونوکلماز پانکراس گوسفند پیش‌بینی و 
سپس ازنظر پایداری برر سی ند درادامه». مشخ<صات فیزیکو شیمیایی این آنزیم با برنامه پرات پارام نیز مورد برر سی قرار گرفت. همچنین با | ستفاده 
آزروش‌های بیوانفورماتیکی شبیه سازی و باتوجه به ۳/6۳ ۳/51 و 5ع5رامصه 0۲21108 میزان پایداری پروتئین نیز پیش‌بینی گردید. مطالعات 
آزماٍ شگاهی نیز از قبیل برر سی فرار این آنزیم از 161 میزان مقاومت آن درمقابل پیسین, غلظت پروتلین تولیدی, قابلیت القای مرگ سلولی در سلول 
های سرطانی و نیز میزان فعالیت این آنزیم, انجام گرفت. نتایج این تحقیق نشان می‌دهد که آنزیم مدنظر پس از ۲۲ ساعت انکوبه در مجاورت پپسین تا 
۰ دست‌:خورده باقی می‌ماند. میزان غلظت پروتئین تولیدی نیز 102/101 4.78 بود که با استفاده از روش برادفورد تخمین زده شد. در این مطالعه 
فعالیت آنزیم ریبونو کلثاز طبیعی پانکراس گوس فند 17/۳001 558*22 برآورد شد. همان‌طور که در تحقیقات گذشته نشان داده شده است. انواع 
4 ارو گوسفته کی توس وارد سلول شون وم شعه هو کون یی سلولی تشان‌ کم دول فراایی مطاله با تیاده از یکاش 
این آنزيم‌ها وارد سلول شدند و مرگ سلولی را به سلول‌های سرطانی 130112 القا کردند. میزان زنده‌مانی سلول‌ها نیز به‌روش 57عه 1۷11 اندازه‌گیری 
شد. براساس این تحقیق. مشخص شد که آنزیم ریبونوکلئاز پانکراس گوسفندی فعالیت آنزیمی و توکسیتی مشابهی با آنزيم ریبونوکلئاز پانکراس گاوی 
دارد و برای استفاده به‌عنوان توکسین در تولید ایمونوتوکسین‌ها جانشین مناسبی است. 


وازه‌های کلیدی: آنزیم ریبونوکلئاز پانکراس گوسفند» بیوانفورماتیک» سمیت سلولی, فعالیت زیستی. 


مقدمه 
آنزیم‌های ۱۱۳ براساس نحوةٌ تخریب ۱۱۹ در دو دستهة 
اگزونوکاماز ها (یعنی 1*۸ دی‌پلیمراز هایی که از انتها شروع به 


۱-دانشجوی دکتری» گروه علوم دامی, دانشکده کشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد. 
۲۲ستا گروه علوم دامی, داذشکده کشاورزی, دانشگاه فردو سی مشهد. مشهد. 
ایران. 

۳ استادیا گروه علوم دامی» گروه علوم دامی» دانش‌کده کشاورزی» دانشسگاه 


تخریب ۸ می‌کنند) و اندونوکلثازها (یعنی ۸ دی‌پلیمرازهایی 
اخیر تحت‌عنوان ریبونو کلتازها یا به‌اختصار 256 ها شناخته می‌شوند 
(۲۲). آنزیم‌های ریبونوکلتاز گروهی از آنزيم‌ها هستند که با شکستن 


فردوسی مشهد. مشهد» ایران. 

۴- استادیاره گروه علوم دامی» دانشکده کشاورزی» دانشگاه گیلان» گیلان» ایران. 

(#- نویسنده مسئول: 1229511/۲۵ :[2۵1) 
1(01:10.22067/1[297,020-19.0 


۳۳۰ نشربه پژوهشهای علوم دامی ایران جلد ۰۱۳ شماره ۳ پابیز ۱۴۰۰ 


پیوند فسفودی‌استر بین نوکلئوتیدها موجب تجزية آن‌ها می‌شوند. اين 
ویژگی این آنزیم‌ها باعث می‌شود که در آزمایشگاه‌های زیستی 
کارکردهای متنوع و متعددی داشته باشند ازجمله برای استخراج 
۸( آنالیز توالی ۸( و نقشدیابی ۸( و به‌عنوان نشانگر 
وزنی مولکولی؛ بنابراین» تولید تجاری آنزیم های ریبونوکلماز اهمیت 
فراوانی دارد (۶) 

آنزيم های 1/296 در اکثر موجودات ز نده وجود دار نده اما در 
نشخوار کنندگان» به‌دلیل سیستم گوارشی منحصربه‌فرد این جانداران» 
بیشتر تولید می شوند (۳). به‌طورکلی, این آنزیم‌ها در ذشخوار کنندگان 
سه همولوگ دارند که به‌ترتیب عبارت‌اند از همولوگ مغفزی» همولوگ 
سمینال و همولوگ پانکراسی (۴). باتوجه‌به اينکه دستگاه گوارش 
نشخوارکنندگان وابسته به تخمیر میکروبی است و این مکانیسم سبب 
تولید حجم زیلای از پروتئین‌هاء 0۸ و 1۷۸ میکروبی می‌شسود 
نشسخوار کنندگان برای هضم این فرآورده‌های تخمیری نیازمند تولید 
حجم بیشتری از آنزیم‌های تجزیه کنندة این ترکیبات هستند که دربارة 
6 این مو ضوع ثابت شده | ست: م شاهدات ذ شان داده‌اند که 
سلول‌های برون‌ریز پانکراس این موجودات حجم بسیاری از آنزیم‌های 
6 تولید می‌کنند (۶) که آن‌ها ره برا ساس میزان تولید» به‌ترتیب 
29( ظ. 0 و 1 نامیده‌اند. دراین‌بین» ۸ 256 شناخته شده 
تر است (۲). 

اولین‌بان در سال ۱۹۴۰ آنزیم 1256 پانکراتیک از پانکراس گاو 
به‌دست آمد؛ بعد از آن» استخراج این آنزیم از حیواناتی مانند گو سفند 
موش, خوک» | سب و بز نیز صورت گرفت (۵). در سال‌های بعدء از 
6 پانکراس گاوی همچنین به‌عنوان مدلی برای بررسی پیچ 
خوردگی پروتئین‌هاء ک سب اطلاعات دربارهةٌ باندهای دی سولفیدی و 
همچنین مطالعات کریستالوگرافی استفاده کردند. امروزه این آنزیم به 
عنوان یک عامل القاکنندة مرگ سلولی نیز شناخته می شود که این 
کار را با ازبین‌بردن 1۸ سلولی انجام می‌دهد (۵ ۲۰). ازمیان تمام 
6( های شناخته شده فعالیت آنزیمی ۸ 296( یا همان آنزیم 
پانکراس گاوی ۳۹ شتر گزارش شده | ست. برا ساس مطالعات؛ میزان 
فعالیت آنزیمی 256 پانکراتیک گو سفندی برابر با ارتولوگ" گاوی 
آن است (۱۲» اما مطالعات چندانی دربارة این آنزيم که آن را به‌نام 
۸ 6 گوسفند می‌شناسيم صورت نگرفته است. 

آنزیم ۸ 296( گو سفند ۱۲۴ آمینوا سید دارده وزن مولکولی آن 
درحدود ۱۳/۷۱ دالتون است. و در ساختار خود ۴ باند دی‌سولفیدی بین 
سیستئین‌های شمارةٌ ۲۶ با ۰۸۴ ۴۰ با ٩۵‏ ۵۸ با ۱۱۰ و ۶۵ با ۷۲ 
دارد. جایگاه اتصال ۸ 1/296 در اسیدآمینه‌های ۸۷ ۸۰ ۶۶ و ۸۵ 
است. شکل ظاهری آن نیز شبیه لوبیاست که جایگاه فعال اين آنزیم 
در ناف لوبیا قرار دارد. دو اسيدآمينة هیستیدین ۱۲ و هیستیدین ۱۱۹ 


۱۳۹۱ 


در این جایگاه قرار گرفته‌اند. این اسیدآمینه‌ها عمل کاتالیز آنزیم را 
انجام می‌دهند. اسيدآمينة ۲۴ نیز گلیکولیزه است (۳۲). علی‌رغم تمام 
موانع پیش‌رو» یک ویژگی خاص در ۸ ۷256( سبب شده است که 
تحقیقات دربارةُ این آنزیم به‌عنوان یک ایمونوریبونو کلماز امیدبخش 
همچنان ادامه داشته باشد. این ویژگی نبود گيرندةٌ سطح سلولی برای 
این آنزیم در بدن است که آن را از ایمونوتو5 سین‌های م شابه متمایز 
می‌کند (۲۲). 

تاکنون» شرکت‌های تجاری بسیاری موفق به تولید آنزیم 
ریبونوکلتاز پانکراس گاوی شده‌اند. اماء درمیان گونه‌های نشخوارکننده 
گوسفندان را نیز می‌توان به‌عنوان یک گونة مناسب برای تولید این 
آنزیم مدنظر قرار داد. باتوجه‌به ظرفیت نژادی گو سفند در ایران, به‌نظر 
می‌رسد که ما ازطریق مطالعات مولکولی و فیلوژنیک ژن مربوط به 
آنزیم پانکراس گو سفندی بتوانیم زمینه را برای برر سی‌های بي شتر و 
تواید یک پروتئین نوترکیب در آینده فراهم سازیم. نظر به‌این که 
مشاهدهٌ بررسی‌های انجام‌شده نشان می‌دهد که برای بهبود اثرات 
مرگ سلولی این آنزیم هنوز اصلاحاتی در آن ایجاد نشده است» هدف 
از اين پژوهش بررسی همین موضوع است. 


مواد و روش 


پیش‌بینی شکل سه‌بعدی 

در ابتداه شکل سبعدی آنزیم مدنظر از سایت 
۵ ۷۷۷۵ به‌ش مار ۷۵/۵۵0 ۵001۷/ 10.2210 
0/0 که به نام آنزيم طبیعی ریبونو کلماز گاوی 
ثبت شده است به‌دست آمد. به‌دلیل دردسترس‌نبودن ساختار 1266 
۸ گو سفندی. شکل سه‌بعدی آنزیم ۸ 256( گو سفندی با استفاده 
از این اطلاعات پیش‌بینی شد؛ سپس این ساختار سه‌بعدی ریبونو کلاز 
پانکراس گوس_فندی نیز به وسيلة نرم‌افزار 11۸55۳ 
(/۸۵517۳ ]1-1 /0ع.طمنصصت .0عصه حاحصمی.حاه1ع1۵5://2۵)_ پیش 
بینی گردید. درادامه. صحت ساختار پیش‌بینی شده با استفاده از نرم افزار 
۷0 (/۳۹ 5۸۷ /01۰۱0012:000احط و6 1۵5://۹6۲۷16ظ) 
سنجیده شد. بدین‌ترتیب که ابتدا شکل سه‌بعدی پیش‌بینی‌شده به‌وسيلةً 
پلات راماچاندرا بررسی و برای انجام‌دادن ا صلاحات شکل سه‌بعدی 
پیش به نی‌شدة او لیه به نرم! فزار گلکسی به‌آدرس 
2/16 ۱0://۵212:.۹6010120.01 فرستاده شد و نتیجه دوباره 
به‌وسیلٌ پلات راماچاندرا بررسی گردید (۱۱). 

همچنین» خواص فیزیکو شیمیایی آنزیم ریبونوکلثاز گاو و گو سفند 
نیز به کمک سایت پرات پارام (/صحتهوامم/عته.رعدیه.005://۷۵۵اظ 
بررسی گرد ید. درانتهاء به‌وسيلهة نرم‌افزار ,5۷۷15-01۳۲1 
(/0۳۵.رعمم»ه .461 مصصووز/09://9) ش کل سهدبعدی آنزيم 


ضابطیان و همکاران. تولید و بررسی ویژگی‌های آنزیم نوترکیب ریبونوکلئاز پانکراس گوسفند ۰ ۴۳۱ 


ریبونوکلئاز پانکراس گاوی هم تأٌیید شد. ساختار ۸ 12(56 پیش‌بینی 
شده برای شبیه‌سازی در برنامة گرومکس (5 ۷۵۲) وعمم0۲) 
(17 6۷۶ بصن متهسامو با استفاده از فورس‌فیلد 0۳۵1۷ 
بررسی گردید. مولکول مدنظر در یک مکعب که درون آن ۵٩۲۲‏ 
مولکول آب قرار گرفته بود در 011 طبیعی بدن ازطریق | ضافه کردن ۸ 
مولکول کلر در فاصلة ۷ آنگسترومی پروتئین مدنظر قرار گرفت. بهینه 
سازی انرژی در ۳۰۰ درجة کلوین انجام شد. شبیه‌سازی "۱1۳ میزان 
پایداری پروتئین را از ۱ درجه تا ۲۰۰ درجة کلوین و در ۴۰ نانوثانیه 
بررسی کرد که در این بررسی مقادیر ۱ 9 ۹ به‌دست 


آمد. 


تهیة سازه های لازم برای تودید پروتئین ریبونوکد تاز 
پانکراس در باکتری ایکولای ۳۱21 

درابتده توالی پروتئین مدنظر با کمک نرم‌افزار »اه به‌صورت 
مجازی در داخل ناقل 0۳۲210 قرار گرفت. به‌دلیل انتخاب سایت 
منظور بیان پروتئین در فضای پری‌پلاسمیک به ساختار مدنظر اضافه 
شد. سپسء ساختار طراحی‌شده توسط شرکت 06927 رتقطعصمطه 
(مصنط) به‌منظور بیان در ایکولای و بهینه سازی کدون به‌کار گرفته 
شد و توالی از طریق این شرکت سنتز شد. ابتدا؛ ساب‌کلون توالی در 
داخل وکتور ۳011 و سپس در درون وکتور 0131210 بین دو آنزیم 
بر شی 001 و ]7011 کلون شد. انتقال وکتور 0۳210 به‌همراه 
توالی مدنظر به دا خل میز بان بیان (3121)0153 به‌منظور تولید 
پروتئین مدنظر انجام گرفت. سپس به‌وسیلةٌ کلونی ۳0 انتقال 
وکتور تأیید شد که درنهایت کلونی مدنظر برای بیان در باکتری 
ایکولای نیز تأیید گرفت. 

بعد از این مرحله. در محیط کشت 9 سلول‌ها به‌مدت یک 
شبانه‌روز در دمای ۳۷ درجة سانتی‌گراد و به‌صورت متحرک» با سرعت 
0 ۰180 کشت داده شدند. درانتهاء ۲۰۰ میلی‌لیتر از محیط کشت به 
۲ لیتر محیط کشست ظآ که شسامل 201011110 اصطنو 100 بود 
اضافه و کشت داده شد تا محیط کشت به غلظت مدنظر (600 (01) 
برسد. 

همچنین» به‌منظور بیان پروتئین بهم قدار 1 1.5 از 11 
۶-6 1800۳00 (0] 1۳)نیز به محیط کشت اضافه 
شد. ابتداء نمونه گیری به‌منظور بهینه‌سازی زمان تولید به‌صورت ساعتی 
انجام گرفت که درنتيجة آن معلوم شد ساعت پنجم بٍ شترین میزان 


۱۵۵۱۱ ۱۳۹ 
007121105 هعمنا50 صوعطط 14001 -2 
مهم عتهناوو-صهعط 1001 -3 


تولید را دارد؛ به‌همین‌دلیل, نمونه به‌مدت ۵ ساعت در دمای ۲۷ درجة 

سانتی گراد در انکوباتور قرار گرفت و سپس برای جمع‌آوری سلول‌ها 
در سانتریفیوژ با سرعت 6 12000 در ۴ درجه انجام و محلول بالایی 
خارج شد. سلول‌ها برای بررسی اولیه با الکتروفروز (*5۳5-۳۸01) 
تأیید شدند. 


تخلیص پروتئین 

به‌دلیل وجود سیگنال پپتید ظ(۴6 در توالی مدنظر بیان پروتئین 
در فضای پری پلاسمیک صورت گرفته بود که ازهمین‌روی برای 
خالص سازی پروتئین می‌باٍ ست از روش شوک | سموتیک | ستفاده 
می‌شد (۱۱). 

درانتهاء به‌منظور القا به داخل سئلول‌ها بافر هایپرتونیک -1115) 
(8عا0۳ ,2076 ۹20027050, ۳۳ 1 ۴11۸ ,3080/1 ۲101 به‌مقدار 
۵ میلی‌لیتر به محلول اضافه شد و به‌مدت ۲۰ دقیقه برروی یخ قرار 
گرفت. محلول به‌دست‌آمده به‌مدت ۲۰ دقیقه با سرعت 8 8000 
سانتریفیوژ شد و محلول بالایی از آن جمع‌آوری گشت. پلت به‌د ست 
آمده در ل 25 ۱۵۹04 ۵ 5 عنجهماهحوط به‌صورت محلول 
به‌د ست آمد. محلول به‌مدت ۲۰ دقیقه برروی یخ قرار گرفت و سپس 
به‌مدت ۲۰ دقیقه با سرعت 6 8000 سانتریفیوژ شد. درنهایت» محلول 
بالای به‌دست‌آمده جمع‌آوری شد و به‌مدت ۱۶ ساعت در محلول 
لایزیز( ۳۷۲ 10 ,۱۵01 ۳۷۲ 300 ,۱2۳۲2۳0 0۷۲ 50) 
0 :0۳ ,1۳10227016 قرار گرفت. 

به‌منظور تخلیص پروتئین از ستون 0-00027056 | ستفاده شد. 
ابتدا؛ ستون سه‌مرتبه با محلول پروتئین مدنظر شست‌وشو داده شد و ۵ 
میلی‌لیتر از مایع رویی که شامل پروتئین می بود در دمای ۴ درجه 
ازطریق ستون فیلتر شد. بعد از این مرحله. پروتئین مدنظر با غلظت 
های مختلف محلول نمکی ۷201 3 ,2 ,1 ,0.3 (0.2 ,0.1) مولار از 
ستون شست‌و شو داده شد. محلول‌های حاصل از فیلترکردن ستون 
به وسیلةٌ غلظت‌های مختلف نمکی جمع‌آوری شد و برروی ژل -5۳5 
۸ وجود پروتتین مدنظر دراین محلول هل مورد بررسی قرار 
گرفت تا مناسب‌ترین غلظت محلول نمکی که شامل پروتتین موردنظر 
بود به‌د ست بیاید. درانتهاء غلظت پروتئین استخراج شده با | ستفاده از 


روش برادفورد تعیین گردید (۱۴). 


بررسی فعالیت ۲۴۱۷۵۹6 


بررسی فعالیت آنزیمی ۸ 18۱۷256 گوسفندی طبیعی با روش تری 
پاتی و همکاران (۲۰۱۳) انجام گرفت (۲۶). درابتدا؛ 301۸ مخمر با 
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محلول اتیدیوم بروماید مخلوط و به‌مدت ۲۰ دقیقه انکوبه شد؛ سپس» 
۲ میکرولیتر از ریبونوکلئاز با غلظت ۲ میکرومول به آن اضافه شد و 
تغییرات غلظت فلورسنت آن به‌مدت ۳۰۰ ثانیه و در طول موج ۵۱۰ تا 
۰ نانومتر اندازه‌گیری گرد ید (۲۶). اين آز مایش, همچنین با ۵ 
غاظت مختلف از (79۵ا ,مصعط) (تماتطاتطصاً معدا) 5 نیز 
انحام گرفت (۰۱۹ ۲۰). 


مقاومت درمقایل پروتتازها 

ریبونو کلتّاز ۸ 1256( با غلظت ۳2/501 0.2 پپسین به آنزيم به 
نسبت ۱ به ۲ در دمای ۳۷ در جه و در دا خل محلول ۳2۷۲ 50 
01عمنراع در 2.4 ۳۳۲ قرار گرفت. از یک آنزيم تجاری 
ریبونو کلقا۸ (15۸ ,60ع0128)) به‌عنوان شاهد در این آزمایش استفاده 
شد. در زمان‌های مشسخصی نمونه‌گیری انجام گرفت و همچنین به 
منظور تنظیم ۳۲1 نمونه از محلول ۲ مولار تریس اسستفاده شد که 
درنهایت به‌وسیلة ٩۲5-۳۸‏ بررسی گردید (۲۹). 


آزمون 1111 

به‌منظور بررسی فعالیت ضدسرطانی آنزیم مدنظر» رده سلولی 
سرطانی ۳16112 اماده برای کشت در داخل پلیت 9۶خانه در دمای ۳۷ 
درجة سانتی‌گراد و دیا کسید کربن ۸۷ به‌مدت ۷۲ ساعت قرار گرفت و 
سپس برای اطمینان یافتن از زنده‌بودن سلول‌ها ر شد و حرکت آن‌ها 
بررسی گردید. بعد از این اثر افزودن آنزیم ریبونوکلئاز بر اين ردة 
سلولی در ۷ غلظت مختلف ( 26 3000 86 2500 82 2000 
ع 1500 عه 1000 عه 500 ع9 100 ) با ۳ تکرار آزمایش شد و 
همچنین 1050 نیز محا سبه گردید. برای اندازه‌گیری میزان زنده‌مانی 
سلول 01 20 از محلول ۲ با غلظت 2/1« 5 که با ۳۳ 
رقیق شده بود به پلیت‌ها اضافه شد. 


نتایج 
مقایسةُ خصوصیات فیزیکوشیمیایی 

در این مطالعه. خواص فیزیکو شیمیایی آنزیم ریبونوکلثاز پانکراس 
(/0۳۵/0۲۵)0۵۲210 ۵20251۰ 1109://۷۵۵۰)_بررسی و مقایسه شد 


(جدول ۱). 


بررسی‌های بیوانفورماتیکی ساختار آنزیم ریبونوکلناز 
پانکراس گوسفند 
برر سی‌های شکل سه‌بعدی پیش‌بینی شده ریبونوکلثاز پانکراس 


میا ۱۵0۲22011 وصم‌ط م01 - 5 2-(201-2-11نط)] وطاعحوتل -ور4)-3 -1 
۹ 


گوسفندی با پلات راماچاندراء قیل و بعد از اصلاحات اولیه. شکل سه 
بعدی پیش‌بینی شده را تأأیید می‌کند. همان‌طور که در شکل ۱ مشاهده 
می شود تمرکز | سیدهای آمینه در ناحية پایدار افزايش يافته | ست و 
حدود 6۸,۴ از آن‌ها در قسمت‌های قرمزرنگ و آبی‌رنگ که ناحيةٌ 
پایداری است متمرکز شده است (۱۵). 

مقايسة ساختار سه‌بعدی آنزیم ریبونو کلثاز پانکراس گو سفندی و 
گاوی نشان داده است که باوجود ۴ جهشی که در انزيم گاوی نسبت 
به نوع گوس_ذندی در جایگاه های ۸۱95 6370: ۷46۳ و 
:1031اوجود دارد. اين امر هیچ تأثیری برروی گرایش و شکل سه 
بعدی آنزیم گو سفندی نگذا شته ااست و هر دو آنزیم کاملا شبیه هم 
هستند (شکل ۲). همچنینء هردو آن‌ها کاملاً با آنزيم 13 براساس 
داده‌های بیونفورماتیکی مهار می‌شوند. میزان شباهت این دو آنزیم به 
یکدیگر درحدود ٩۹,۷۷‏ است (۳). 

همان‌طورکه بیان شد» طی این تحقیق, مطالعات و بررسی‌های 
آنزیمی هم دربارة آنزيم ریبونوکلاز پانکراس گو سفند صورت گرفت. 
این مطالعات بیوانفورماتیکی نشان داد که تفاوت در ۴ آمینواسید 
تأثیری بر نحوهٌ اتصال به 1 ندارد؛ بااین حال ازآنجاکه بنابه نظر 
محققان این گونه مطالعات به یک شاهد تأییدشده نیاز دارد به‌این 
منظور از داده‌های کریستالو گرافی آنزیم گاوی برای بررسی‌های بیشتر 
و افزايش قابلیت اطمینان استفاده شد. این داده‌ها نشان از درست‌بودن 
اطلاعات آنزیم گوسفندی داشت (شکل ۳) که البته این نتایج ازطریق 
شبیه‌سازی "115 نیز تأیید شدند (شکل۴) (۳۵) 


تولید آنزیم طبیعی ریبونوکلناز پانکراس گوسفند 

پروتئین در فضای پری‌پلاسمیک می‌شود که فضای مناسب‌تر و خلوت 
تری ذسبت‌به 9 ضای سیتوپلا سمیک دارد (۰۱۲ ۲۴). ژن ۸ ۲۱256 
که ۳۶۹ جفت باز دارد و بین ۲ سایت برشی 247و 777011 قرار 
گرفته ا ست به‌و سیلةٌ ه ضم دوتایی در داخل کلونینگ سایت -1 0۳۲ 
50 قرار می‌گیرد. طی این تحقیق, با استفاده از کیت اتصال, توالی 
مدنظر به داخل (۲۳3) 121 ۰07 .7 انتقال داده شد و سپس 
ارطریق کلونی ۳03 انتقال سازه تأیید شد (شکل ۵ تولید پروتتین 
طبیعی زیبونوگاهز پانگراس گونب‌فند بهانازة 13:7 کیلودالتژن هم با 
۹1۹-۲ تأیید شد. تخلیص این پروتئین به‌وسیلةً شوک اسمزی 
و ستون 0-56027056 انجام گرفت و سپس ازطریق الکتروفروز 
تایید شد (شکل ۶). اين مطالعات از تولید پروتئین به صورت کامل در 
سلول‌های مدنظر و ف ضای سیتوپلا سمی حکایت دا شتند. با کمک 
روش برادفورد میزان غلظت پروتئین طبیعی تولیدشده نیز 
۴,۷۸ برآورد نید 


طمه نله معتصعصرل عمانمع۷]01 -2 


ضابطیان و همکاران. تولید و بررسی ویژگی‌های آنزیم نوترکیب ریبونوکلئاز پانکراس گوسفند ۰ ۳۳۳ 


براساس مطالعة انجام گرفته برای سنجش فعالیت آنزیمی» فعالیت 
آنزيم ریبونوکلتاز طبیعی پانکراس گوسفند 17/001 558 22 تخمین 
زده شد. همان‌طور که روتوسکی در سال ۲۰۰۸ نشان داده است. 
سمیت سلولی رابطةٌ مستقیمی با میزان فعالیت آنزیمی این آنزیم‌ها 
دارد (۳۰). در این مطالعه از ۸ 256 گاوی به‌عنوان شاهد استفاده 
شد که میزان فعالیت آنزیمی اندازگیری شده مشابه اطلاعات ارائه شدة 
فروهر مهر و هم‌کاران (۲۰۳۲۰) بود (۱۰). همچنین, در اين تحقیق 
آنزیم تولیدشده به‌وسیلاً پپسین انکوبه شد تا میزان مقاومت آن 
درمقابل پروتئازها اندازگیری شود. آنزیم مدنظر پس از ۲۲ ساعت 
انکوبه در پیسین به‌میزان ٩۰‏ دست‌نخورده باقی ماند. 


اثر سسدتو توکس دتی 1296 گوس_ف ند برروی رده 


سلولی ۲۱6۱۱۵ 

به‌منظور بررسی میزان سیتوکسیتی 1۷256 از روش ۷/۲1 
| ستفاده شد و همچنین ۸ 256( گاو به‌عنوان شاهد مدنظر 
قرار گرفت. در آغاز (شکل ۷ در حضور آنزيم ۸ 1296( گاو و 
گوسفند» اين آنزيم‌ها وارد سلول نشدند و درنتیجه هیچ فعالیت 
سیتوتو کسیتی نشان ندادند. ولی پس از تیمار با لیپوفکتامین ۳۰۰۰ 
(179۸ ,محصعط1) براساس روش ارائه شدهٌ سلر و همکاران در سال 
۵ این تحقیقات در سال ۲۰۱۴ بازبینی شد آنزیم مدنظر وارد 
سلول‌ها شد (۲۵). بعد از ورود آنزیم‌هابه سلول‌هاء مرگ سلولی به 
سلول‌های سرطانی 2 اقا شد. سپس» با بررسی میزان زنده‌مانی 
سلول‌ها میزان فعالیت سیتوکسیتی آنزیم نیز اندازه‌گیری شد. 


جدول ۱- مقايسة خصوصیات فیزیکوشیمیایی ریبونوکلتز پانکراس گوسفند و گاو 
موه منامتهعصهم مصت0ظ 4صع مصه0 ۵۶ ومتاتهممزور ممتمصمطممملوودام ۵۶ مموزندم‌ومن 1 ماماه 1 
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نیمه‌عمر در گولبولهای قرمز نابلغ پستاندران 
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نیمه‌عمر پروتئین در سلول‌های مخمر 
(۷1۷۵ 13 ر7625) 


نیمه‌عمر پروتئین در ایکلای 
(۷۲۷۵ ط1 رام 0۳0۳6 
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۲ تزصاه)عا مط1" 


شاخص ابدوستی 
۲ 2)10دح ت۸۵ 


متوسط هیدروپاتی 
(0۴۵۷۲۷) وتمنطادم0 بط ۵ م7۵۲2۵ه 4صفتت) 


۳۳۴ نشربه پژوهشهای علوم دامی ابران جلد ۰۱۳ شماره ۳ پاییز ۱۴۰۰ 


شکل -٩‏ پلات راماچاندرا. ۸- پلات راماچاندرا قبل از انجام اصلاحات (- پلات راماچاندرا بعد از انجام‌شدن تصحیحات 
۵061 0مصتلهز ۵۶ امام هتل‌صجطممصصه؟ م1 رظ) [عمص لمتاتص که )ماج صحت)‌صفط‌مصصق فص ره) )مام صویل‌صهط‌محصق م1 -1 عسباوز۲ 


شکل ۲- هم‌ردیفی ریبونوکلثاز پانکراس گاو با ریبونکلئاز پانکراس گوسفند 
۳۳۲260 مصنبه مط) طذز ۸ ۲۳250 مصتهها مطا ۵۶ تصمصطعناظ -2 ما۲۱ 


شکل ۲- ساختار سه‌بعدی ۸ 13256 گوسفند 
۲۳۳226 مصه معط ۵۶ سامتاه نر3 -3 عساوز۲ 


ضابطیان و همکاران. تولید و بررسی ویژگی‌های آنزیم نوترکیب ریبونوکلثاز پانکراس گوسفند ۰ ۴۳۵ 
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شکل 2- «10۷151 و 130۷151 شبیه‌سازی آنزیم ریبونوکلماز طبیعی گاو و گوسفند نشان‌دهندة ثبات و تعادل ساختار این دو آنزیم است. 
۰ مصدن عط ۵۶ نامدای عطا 0عصصتگمی فتونواممه ۳۳۲۵۲ مرح ۲5۵۲8۲ -4 ساوز۲ 


شکل ۵- نتيجة حاصل از کلونی *۳0 ریبونوکلماز پانکراس گوسفند. 1: مارکر+۷100[ (شرکت ترمو آمریکا» 82 و53 : 31256۸ طبیعی 
۳29 مصذبن ۱2۷7۵ ٩3:‏ 4صح ٩2‏ ,(صونا رمحصصعط؟1) تمایمهر +100 ۷۲ :51 یه ۵۲286 مصابه ۵۶ ۳0۴ بوجمامی م1 -5 عسباوز۲ 


۶ نشریه پژوهشهای علوم دامی ایران جلد ۱۳. شماره ۳ پاییز ۱۴۰۰ 


ت 


شکل - چپ: تولید پروتتین ریبونوکلتاز پانکراس گوسفند. 92: پروتئین طبیعی پانکراس گوسفندی» 53: (+) 210 03۲ طلزب (1)۳۳3 312 نامع 1 راست: نتایج خالص 
سازی پروتئین. 51: لدر پروتئین (5۸ ,1161150). 52: نتيجة خالص‌سازی پروتئین طبیعی گوسفند 
(12100۳3ظ تام .۴ :۹3 رطله)0۳0 ۸ موج؟ مصئوم 7۵اه :52 ,(۱21)1۲۳۴3ظ (ا6۵ .۶ صا متامنا0ميی صتم‌امتج کمطزناجطرمعم1 :م1 -6 مسساوز۲ 
صلما0۲0 ۸ ۳۲280 مصز0 211۷9 :52 وتا رمحصعط1) تع۱200 صتمامرج ٩51:‏ به موه۳۲؟ فصن مطا ۵۶ صمتهمساج تاطفنط ) 21 ام از 


۱۷۲۲ ۸55۸۵۷ 0۴ ۳۶۱۸ 6۸۱۶ 
100 


۵ عح2 ۲۱۱ 2 11 0 5 2 37 2 !۱۷ سوبس 


0 ۲ 
)96 0۴ 60۱۱۴0۵8۲۵۱( 


۷()< /1 3 !] وس 


10 100 1000 1 000 
۶8۵۲۶۱۱ ۷۸۵۲۵۸۸ 


-ر 


شکل ۷- نتایج 2552۷ ]۷۲۲ آنزيم 1256 طبیعی گاو و گوسفند بر روی رده سلول های سرطانی ,۲161 
عصً لمع تعمصوم هر ۳161 جه ۸ و۳۲28 مص0ه مه مصین ههبج 4صرق عمط ۵1 رمووج ۷۲۲۲ -7 م۲باوز۲ 


وه حمذا۲2) میزان پایداری آنزیم تولید شده را برررسی کردیم. 
0 ۱ ِ 1 اطلاعات به‌د ست‌آمده طی این تحقیق با داده‌های حا صل از مطالعات 
کا 5 رد وعی. ۳۷ زهند. ِ 
9 سبی برای بررسی پایداری پروس‌ها پیس‌روی می‌نهند سال‌های ق کاملا شاتی 9 8 انی دا ۳ (۲۰ ۲۳۲۲۸۸ 9 


مطالبات تفسان داده‌اند. که برزسی‌های استاتیکی و دایتامیکی 


ضابطیان و همکاران. تولید و بررسی ویژگی‌های آنزیم نوترکیب ریبونوکلئاز پانکراس گوسفند ۰ ۳۳۷ 


۳ در این پژوهش» با تأبید پایداری آنزیم به‌واسطةّ اطلاعات 
داینامیکی از فعال‌بودن آنزیم نیز اطمینان حاصل شد. مقاومت آنزیم 
درمقابل پیسین هم نشان از ساختار صحیح آنزیم تولیدی داشت زیرا 
در سال ۱۹۰۸۳ اسمیت و همکاران نشان داده‌اند که انزيم فقط با 
داشتن ساختار صحیح قابلیت مقاومت در حضور پیسین را خواهد 
داشست (۲۸). ما در مطالعات ۷۲٩‏ انزیم مدنظر را مدل قرار دادیم 
چه‌اینکه در بررسی‌های پیشین ۸ 250( گاوی مدل کریستالوگرافی 
آن مدنظر قرار گرفته است (۰۱۰ ۱۸ و ۲۳). 

ازآنجاکه آنزیم مدنظر ما شباهت بسیار زیادی به آنزیم گاوی دارد 
و تنها در ۴ اسیدآمینه با آن متفاوت است. انتظار می‌رود که یک آنزیم 
مناسب با قابلیت بالا برای استفاده به‌عنوان توکسین باشد. ما در 
مطالعات 1۷۲5 پس از بررسی 1256۸ گاو در شکل کریستالوگرافی 
ثبت‌شده ۸ 296( گوسفند را جانشین ساختیم. این شبیه‌سازی آنزیم 
۸ 290( طبیعی گو سفند و گاو ذ شان از شباهت زیاد بین اين دو 
آنزیم و میزان تعادل بالای آن‌ها در فشار ۱ اتمسفر و دمای بدن داشت 
که ازطریق مسیرهای آزمایشگاهی نیز تأّیید شد (۱۰و ۱۸). مطالعاتی 
که در سال‌های اخیر انجام گرفته | ست ذشان داده‌اند که ب سیاری از 
ریبونوکلتازهاء مانند انکوناز» ریبونوکلئاز سمینال گاو و نیز ریبونوکلتاز 
انکراس گاوء وقتی بهعنوان یک ایمونوتوکسین از آن‌ها استفاده شده 
است. بعد از ورود به سلول‌های سرطانی مانع از تولید پروتئین در آن‌ها 
شده‌اند (۰۱ ۷ ٩‏ ۱۶ ۰۱۹ ۲۷و ۳۰ 

ساندلس و هم‌کاران (۲۰۱۱) ۱۳ نوع پروتئین از نوع آنزیم 
ریبونوکلثاز پانکراس قورباغه راناپیراناز تولید کردند و با این پروتئین‌ها 
اثرات پیوندهای بین ۸ ۵96( و را آشکار ساختند. باتوجه‌به این 
تحقیقات به‌نظر می‌رسد می‌توان از ۸ 256( گوسفند یک آنزیم 
جهش بافته تولید کرد که توانایی فرار از لا را داشته باشده زیرا همان 
طور که بررسی‌ها نشان داده‌اند ۸ 1/266 گاو و گوسفند در حضور 11 
کاملاً غیرفعال می شوند (۲۹). طی یک دوره مطالعات در سال ۲۰۲۰ 
فروهر مهر و همکاران از ۸ 10۷۵96 گاو یک نوع آنزيم جهش يافته 
تولید کردند که قابلیت فرار از 8 را داشت (۱۰). 


منابع 


مطالعات و بررسی‌ها نان داده‌اند که از آنزيم مهندسی‌شدهة 
۸ گاو و گوسفند می‌توان به‌عنوان توکسین در ایمونوتوکسین 
ها به‌صورت فعال بهره گرفت. همان‌طور که بیان شد. ۸ ۲۱296 
طبیعی قابلیت سمیت در سطح سلول را ندارد که اين» خود. یک 
مشسخصة مثبت برای اين آنزیم‌هاست زیرا بدین‌ترتیب می‌تواند با 
اتصال به آنتی‌بادی به صورت انتخابی وارد سلول مدنظر شود و مرگ 
سلولی را به سلول‌های سرطانی القا کند (۱۴) البته ما در این تحقیق 
به‌منظور بررسی سمیت 18۵90۸ طبیعی و القای مرگ ازطریق آن با 
استفاده از لیپوفکتامین برای ورود آنزیم به سلول سمیت این آنزیم 


طبیعی را بررسی کردیم. 


نتیجه گیری کلی 

این مطالعه نشان داد که آنزيم ۸ 296( گاو و گو سفند شباهت 
فراوانی به یکدیگر دارند و ۸ 256( گوسفندی قابلیت زیادی برای 
تولید تجاری و القای مرگ سلولی به سلول‌های سرطانی دارد. 
همچنین» م شخص شد که آنزیم ریبونوکلثاز پانکراس گو سفند. مانند 
انزیم ۸ 13۷256 گاو, در خارج از سلول گیرنده سطح سلولی ندارد و 
وارد سلول نمی‌شود. زیرا 151 آن را کاملاً مهار می‌کند. اين یعنی» 
درصورت مهندسی کردن این آنزیم و تولید یک آنزیم جهش‌يافته با 
حفظ فعالیت آنزیمی که توانایی فرار از 1 را دا شته با شد می‌توان از 
آن به‌عنوان یک بدیل مناسب به‌مثابةٌ توکسین در ایمونوتو کسین‌ها 
| ستفاده کرد. آنزیم ریبونوکلئاز پانکراس گو سفندی جاذ شین منا سبی 
برای استفاده به‌عنوان توکسین در تولید ایمونوتوکسین‌هاست. زیرا 
فعالیت و توکسیتی مشابه آنزیم ریبونوکلئاز پانکراس گاوی دارد. 
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.-437)2(:126 واتاوتصصه‌طممنظ مزا ولممض ,ع0تصهمها مصباتل‌تطاه ۵۶ عمصه‌وعم مط صاً ۲100۵۲6162965 

0/7/۷۷۷۷ 0۵ 

0 93600 220 ومع 0۲ مستمنااه ‏ توتحطط۳۳ م1۳ ,1974 .ل رقصعاصظ مه یظ متع0ظ90 بت معطاه ۲۷۷ 
۰ -41:58رصصع0تهاعحمض - وجهم‌جصم) ممتطوتامانظ ههام۱ تم .ععوهع1من۲1002 

ص۱۳ تقلنمعام۱۷ مق فمصیوحصرظ گم واتازصاماومصصمط1 ,2016 .0 مه رماع 20 ربق نک مت0للهاو وگ م7150 
14:12)6(:2489-2 ,طمتاهانمصجمن مج «رمعط1 لهمتحصعطن ۵۶ امصتیامل .فممتاه‌انصله 
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6 0 ۱0۱۲۵۵۵2۵01۱00 2۵0 ۱۱۵0۸۵۵6296 )هه مان ۵ ۳۲۵0۵۵۵۵ 
۵ 0( 


۱ ۰۱۱۱۱ 


25-10-00 :1)060 رانا 
26-12-00 :۸660060 


40 وووم۲۱00۵۵۱ ۳2۵۵۲60 مصزان ۵ ممتام۳۲۵00 2021۰ ,00۷۵41 .و 0ج رصفعصهحصلع7 12 ۸ رتتتوععل ,۲۴ ۷ و۷ رصع706 
13)3(:429-0۰ طمتهه وم همممزم٩‏ امحمتمض ۶ه امصصیامل مهتم .عع1اولتهاممتهطه مرجم ۵۶ ممتامعلاوه*ط1 


نا 4ج وب0عو01 بای تممصهمااه رنرمرحعطا تعمصقه صا رعجتاد و0602 همع مطا مان مما۵ ۱۳۸۳۳۲۵0 
طمنط ۲۵ داعم ها عملباهع1مجط 60اهاعزهمصه مملوتمدمت اومحه مط ماه۷۵110 مه طکتیام اون ر126)مهتقطه 40 15 صم‌جه 11۳0010۷ 
1110صاهاک ,2016 طعنط وه طمیتی ره معهل۲۴) مو۲2؟ منههتمصهم مط) ۵۶ ومسادع] میروتصبا م1 ب0مصرعتوعل وه وم کنیل 28۱۷ 
7۰ عووع۱مبمممایز عطع طد مصررجصع عقلنامهص اومحطر مطا 11 06ص ع«قظ ممته عمانمعامصه القصصی م4صه رتمامفگهه 2 0۴ 1201 
3 24 مع0)10عمناممصمصمصامومدامد3 ۵ ممه7 0۱۵2 . مدامعمننممصو . صا. 1۳70۷۵۵ ود هم ففهلی؟ . رامعم 
رم 0مزنام و72 ۸ م1۲28 .عع0120مصصعاصا عاقطام‌ومدامر منامبه - "3 و2 ۸/168 ۱۲۲-۲ ۵۶ طس صا هصتمه وع160]4مبام0ع011مطمرومطاهر 
126 ۶ وهورلمصه متاممععمارطم طمنمطاله ینعم مه همع رصفاه رصهموطا رفصا0۳ رفص عطئل‌بامصا پراتصصه ملظ عطا 
ص۶0 موه ۱/۵۲۵ عممتاه) بط امممت)مصن معهمو راتحصع؟ ع07102ظ عط ۶ه وعه‌ماحمعجهط مهصمحصصه 6زتماتصصه طنط ۲۵۷۵۵160 
ح جع ارم 0ص ولدمان0جرج ممباصد ما قاماه ود مفهمآمباممط1ع ۵۶ ممتامه 0۲۵0۱21 ه۲؟ مط 62 07۵0و فمتبتای ۹۵۷۵۲۵1 
0 ۱19160 ود موهعامناممهازع ماو ففصصتا عم فهصهعنامطا 0ممصچطصم عه نامع معله فتط؟. .000)1جمورم0صد رقلاهی تععصهم 
موه «مدو مج ول باه صمتاه2المصماصا. المع موم تام ممامار اصماوجر ماو ومصصرومصه. موفط.. ,ومنلمهااص2 
۶ حاحصعجدر ج 15 موجه 286ع1مامماز؟ مهعمصومر ممزدن .علاعی امصصرمهر مها و۲0 مدمه ۵ رتمهم مصناحطططز 
۵ ۲07و فتطا ۵۶ 00۷۵عزدان 1۳6 .کهبیل هه ممتصونوع 10۲ ملدم) 2 و2 م6ع010صهه 2000 2 06 جهه ]1 به 256 «اتحصح تهدرباه 
۰ م11 02720167126 صرح نامع .ظ طاً ممهیوجصم عوهع1م مزع مت2عتمصوجر ممدندم عمب0۳۵ ما 

(ظناظ) لصو )هن جتمانع۲ مطا مق 0007۵1۵2060 م۵ وبای متا م۶ 060وم۵ه وممنتمناای آاخ ف0مه)عصه 20 واهت۷]2۸)6 
(10.2210/00035۳1۳/000 مه ۷۵/۵۵0 ۷ 00۵1/ 10.2210 :6۲8ماصبیه جمزووعمع2) وم1ن ظناظ ,(/۱/۸۷۰۲۵۵۵.۵۲۵///:حظ) عاتوهامب۱ 
۵ ۲0۵1 هام0 ۵و۱ گ۵ متام لوزن 4ص ورومط)صه عمجم ,0مامع۵1و ۱۷۵۲۵ ۳۲280 ۳2۵0۲62410 مص0ظ هه ما ۲۵1260 
6 0۲0۵000008 صلما0۳0 ۵۵10۱291016 10۲ تناو فطا ۵۶ مصتصصتععه مطا که ممممیا۵0و آقصروزو ظلومر مطه من پرها 60امنجهع 
40 50۳۷۱۵۵ ط10ه2تصصاون مهن پرقکلصوتن رها عمط نامع .۲ ۲۵۲ 2۵0تصصتان0 ۱۷۵۲۵ ۸ ۲286 مره 20 و1۳28 عصذدم 22۷۵ 
۹۱۱0-۵10۵۵0 ۷۵۲۵ ۷۵۵۵۲ 0۳۲ 1 ومطعم )272۵] م1 ,وتومطصوی ۶۵۲ (مصتت رتفطع‌مهطه) «عمامصطهعاماظ رمکلموتن ما او 
5 6011 .۳ مط021010]قصهتا تعانم .ععاژو ۳۱۱۵۵۲۲1 جرج آهطار ممع۵07ه ۷۵۵۵۲ () ۲21 ۵۴ ما مصاً 0عصم1ه فطل 4صه 19ننام 
6 امه 10 صااتمنم‌صه مصتصتماوم حصتتتلمصهر مرها نصا هنن وم (ج) 1219 )صمصتطممعد ممتصتهاومم 
مها عمط امدتاه ما 9۵0 7۷۵۵ رطامرمتع مامصهمتهه 0و0تقصامعوم) 21ظ) هه .2001160 ۷/۵۲۵ 05مط)مجط کلم مطاه ملامصصو رعطلها0۲0 
۶ 201010 1۱۵00۱616010 م1 .ممتاه‌تامععصمه صتعا0زم ما مصتصصهاع 4۵ ۵0ونا ۱۷28 ولوررلمه 2010۲0ظ لفط بصلما۳۵م 
(2013) 21 «طاجم1 مصاه10110 ۸ مود1۲2 مدمه هتفه طاد 00تومصمم ۷/28 ۸ ۳296 مصاناه 201۷76 اصحصامآججمعع۲ مطا 
-96 2 1 همت0عع5 10۴ 0۲0۵2۲00 ۱۷۵۲۵ 6۵115 ۲۱6۱.۵ رفمتها0۳0 کمممتمآنوممع۲ ۵0۶ ات200 ۲محصب‌تامه مطا عاموتافه«صاً 10 .0مظامحظ 
,2 72 10۲ 002 596۵ ط1 3760 26 2060طانامصا صرح و۶12 ۱۷۷۵11 

۰ راو 9 نوم وه ۸ و۳۵۲2 عمزنومها مه مصایی وتاقه ۵۶ ممتامن0معم م1 صمتووی‌عنل 20 و6اباوعع 
عنام طعمطاله صصنامع وومعفطمعوه) مط صا عاممطی متامصصوه مصویه مممگوم ترااووهمءناه ۵ه ممناه‌تزسام طلعا۳۱۵ 
,13260110 ظ مصا مد 0ع7موهان قه7< ۸ وفع/۳ معط مان فصلهامجر ماطمامع04 مظ مصمتقوع۲و0ه صلمامج 60صتومن وفصتلط1] 
0تصصفهامته ما ملصاً 0۲0)60عو بم امن لهلهام2 مطا تفص تعطاته 060وو۲۵م0ده ۷/۵۲۵ فصلهاهتم مطا له )دمصصاه اقطا 1001621012 


و۱۷ ر‌مططعها ۵۶ نومب نصا ۲۵۲0۵5 رمتبهلنام‌تبهه ۶و نیمه هزم آممصتصن )ممصصنهمهنا پامملنی مانواظ -1 
,۱۷۲2520 ر‌مططفه۱ هم اتمت نصا ۳۵۲00۷۵۲ همه ۵۶ نیمه رعصمامو. لقصصتصه )صمصانهم1۳۵ رت50وع۳۳۵1 -2 
,۱۷۲291020 رطعم ۵۶ ازوهبنصنا ز۲00/5ع۲ معملنه‌تنوه ۵۶ رالنمو۴ رععمعزم۹. لمصصتصض )صمصص‌تهمهن1 رت0ووع۲۱۵1 اص۸۵515]2 -3 
.1۳931 

.2 مرصهاتبان ۵۶ راتکه تلا راصممهانهمون1 وممعتهگ اقصتصدض ره‌ستانه‌تهد ۵۶ والنمد۲ رت0ووع۲:۵1 اصه]5زو۸۵ -4 

(۵6.11 ,)3295111/۲ :أنقصصم تمطانته مص‌صممرومتمن)-۳) 

1(0۵1:10.06/1257-1.0 
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فص 476 و۷2 60اه ما۳0 اصهممآجوممع۲ عط ۵۶ ممناهتاجو‌مومن مطا رفتورلمصه 2010۲0:ظ عطا ما مهصتلت0عمظ .27602 
٩۳256 ۸ ۷/۵5 ۰‏ مم0۷ ۷6اه ۵۶ انامه ملارا0ع1مننصماند فص عمط امه قه7 16 رقالناوعع عنام هم 2960ظ .۵ ۳۴۳۲29 
2) 0۲00699 210ص نامصرز عامطنه< مط عصتییل ممتاهلهتوع0 ملووهم ما عمصه)۵15ع۲ 1)60ماتطره ۸۵ ۴۲256 )2ط 507760 فیلناوع؟ معط[ 
0 ممه 0۶ ]۵1160 ملدمامانن عطاً مصتصهاع 10 .800ممصصه‌صها ۲621000 ۸ وفع۴۵ 0۶ 909۸۵ ۱۷۵۲۵۲ 0۶ مومنامع فطل صا وظ 
۵ ۸ ۴۵۲2۹ ۲)121عصصجصمع عط بخ عفهاظک مملبم ۱۷1 ممز)2مابامصا مص/1۵110 عممل قه رجوعه 1 ۱۷۲۲ ,فصن (اع ۲۱۵1 مطا ۵ 
۰ ۲۱۵۱۵ و۵ 61160 ۵۲۵۲۵۵0 مه 20 هر و1۲2 عمزانها صرح خر ۵۲296 مان تفا ۵ع7«مطو قانافع فص ,امتجمع قه 60فا 
256 ۱۷ ]۵00 امن فطا ر(مونا رمصعط1) 3000 مصتصصمامع11۵01 مه بوطا فصمل ۳۸28 غصممهع) مفول ممظ/۲۷ 
فص 0ج موهعآمصمه1۳ اقصتصصهی مصمه رققصممصن قچق طمیای وععهعآم1۳۱90۵ محطرمو فطل ماو ع7قظ ففتباه آقته5۵7 
1 رمتا ۲۵0 مومت تصو لو 2 قیاع مه فاصهعه متاباهممعط)مصیتحصطصطاً تععصهم و2 وفتصطم0۳ مهتم 2 276 16296ب0۵ ۲10 0۲62410 هه 
۰ 1۳/0 1221108مصهاص1 عماج قلاهع من ۵۶ ودفمطاصرو لهاتم فطا 

ص1 عوبا 10۶ ناهام )عم 2 وق ۲۴۵۲296 ممزه 6۵ تقاتطصاه عفه1۲ عمزناه اقط) عف2تاوجمصصعل ففصتمص مان ممتفتآمممن) 
0 ,۲286 مصز00 21170ظ مط) مقطا ماطهیی عم فج ۸ وفه۳۲ مصدم 21170 مط) ط) ۲۱۵۷۵۵۱۵0 ۲۷۷۵ .روتاونا0‌صا ممنوعل فبایل 
020007 10۲ 016ص )صهمزمآجورم۲۵6۵ 060162060 ما خر ۲280-عط0۷1 ۲60عمصتهمه فطل وبا م4 0صعفصا ۱۷۵ پک۷۷۵۲ عتبااناز 
بصله‌ا0۳0 موی ۵ قه قامعلله مصتاات! ااهه مه ب«مصعاهم عقهع1مباممطمصتصصصطا 0عتمعصتهمه ۵۶ طمتامعتاوع7*ط1 20 

۵20۲۵210 م6 رراله دامن ول تامه [۱۵108262ظ رومامصمتص101ظ :15۵۲۱۷۵۲۵۹ 


